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1. Sposob otrzymywania optycznie 
czynnych alkoholi aromatycznych stano- 
wi^cych mieszanin? enancjomeryczn^ 
z przewaga^ jednego z enanejomerow, o 
wzorach og61nych 2.A i 2.B, gdzie R 1 i R 2 
oznaczaja^ grup? arylowa^ i alkilowa^ ]ub 
dwie grupy aryjowe, drog^. biotransfotmacji 
z wykorzystaniem kultury mikroorganizmu 
namno2onego na sterylnej pozywee 
plynnej, znamienny tym > ze do enancjo- 
specyficznej redukeji substratu, ktorym sa_ 
prochiral&e ketony 0 wzorze og61nym l s 
gdzie R 1 i R 2 oznaczajet grupy arylowq. 
i alkilowa^ lub dwie grupy arylowe, stosuje 
si§ gatunek Nigrospora oiyzae. 
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Sposob otrzymywania optycznie 
czynnych alkoholi aromatycznych 



Zastnezenia patentowe 



™pJ;{S^ S6b P^^y^ 4 optycznie czynnych alkoholi aromatycznych stanowiacvch 
S3 L C 5^iT eiyC2n ^ zprzewag^jednego z enancjomeriw, ov^omch og?ChlA 

grupy arylowe, stosuje si ? gatunek Nigrospora oryzae P ^ ^ alKllow ^ luD dwie 

aromarycte^^^^^ "^T^^ ^ U 

hetero^klir^ , «*«2^ J - ■ - ?^ py aromatyczne, w tym aromatyczne uklady 

SwS^i • i ^ L piersciemu szescioczlonowym albo siarka w pientaeniu oie~ 
cmcztenowyi^jakojcdynymlieteroatomempier^denia. pierscienm pie- 

mikromSm^^^^r* 12 - h Zn f mi , enny ^ * e ketonu w stosunku do kultary 

ss^nroda^ogSr po2ywce 2 ' 5 * " 



* * * 



owzoST61ntch^l? U ,S Sp °^ b < * 1 W«* W^ie czynnych alkoholi, 
o wzoracn ogomych 2.A i 2<B, z przewagajednego z enancjomer6w. 

. ""u"* sp ? so . b y otrzymywania optycznie czynnych alkoholi na drodze biotransfor- 
JSf § r yk ^ S ^ IUem - sy l t ? m6w e nzymatycznych drobnoustrojdw >(£ Sfc^STSn 

(paJ^lSsM ^"^^^^ ca 9? u * dl 8111011011 aromatycznych 

^paienry i44 jy3, 144 395), w ktorych do biotransformacji wykorzystywane sa cale mflirtv 

S^f* 8 fe 0 ^. System enzymatyczny tej rosliny I^lS^SSSS^SteSS 
racemicznych alkoholi aromatycznych do alkoholi optycznie czynnvch ^ ^ 

Optycznie czynne alkohole otrzymac mozna teZ na drodze chemicznej ptzez redukcie 
prochir^ych ketonow aromatycznych (A. Hirao, S. Itsuno, S. Nakaham^ KL2d 7 jS- 
umal of the Chemical Society. Chemical Communications, 1981, 315: S Itsuno IC^A Hi™« 
S. Nakahama - Journal of the Chemical Society. Ch^^Co^^c^m^' ' 
^ -f^S jeSt ^ k orzystanie systemu enzymatycznego szczepu gatunku Nigro- 

spora oryzae do enancjospecyficznej redukcji prochiralnych ketondw. * ff 

Sposob wedlug wynalazku polega na wprowadzaniu do kultury plynnej mikrooreanizmu 
SC^' «™*»!J na sterylnej pozywce pfynnej, «*2S^pSS3«5K 
nego ketonu, o wzorze ogolnym 1. Pod dzialaniem systemu enzymatycznefo kultuW Ni£o- 
spora oryzae nastepuje enancjospecyficzna redukcja grupy karbonylowej profmSE keS 
do optycznie czynnego alkoholu. Stanowi on mieszamnrenancjomeiyczn^ z pSwfga HE 

. , Korzystnifi jest gdy prochiitlnymi ketonami sa_ ketony typu aromatycznego posiadajace 
J ^^li b * ^ Y f omat y c ^ 3 w tym aromatyczne uklady heterocykliczne z azoiem 
w piersciemu szescioczlonowym albo siarka. w pierScieniu piecioczlonowym, jako jedynym 
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heteroatomem pierfcienia. Korzystnie XeZ jest gdy st?zenie ketonu w stosunku do kttltury 
drobnoustroju, namuozonej na sterylnej poiywce pJynnej zawieraj^cej 2,5% ekstraktu malto- 
zowego, wynosi od 0,1 do 3,0 g/dm 3 . Korzystnie te± jest gdy substrat, ktory jest trudno roz- 
puszczalny w roztworze wodnym, w celu jego lepszego rozproszenia w namnozonej kulturze 
mikroorganizmu, najpierw rozpuszcza si? w niewielkiej ilosci rozpuszczalnika organicznego 
takiego jak np. etanol, izopropanol lub aceton. 

W sposobie wedhig wynalazku uklad enzymatyczny Nigrospora oiyzae redukuje enancjCK 
specyficznie substrat, kt6rym jest prochiialny keton o wzorze ogolnym 1, do optycznie czynng 
mieszaniny enancjomexycznej alkoholi, o wzorze og61nym 2.A i 2.B> z przewagq. jednego z enan- 
cjomerow. Z przedstawionych poni±ej 12-stu przykiadow wykonania, w 9-ciu przypadkach jest to 
enancjomer o konfiguracji absolute©) „S" (alkohole o wzorach 4A - 20 A) i znaku skr?calno£ci 
optycznej (-), w trzech przypadkach - enancjomer R (alkohole 22.B - 263). 

Po zakoficzeniu transformacji, trwajacej od 4 do 20 dni w temperaturze 25 - 30°C przy 
statym wstrz^saniu z cz?sto£cut okolo 1 s~\ przeprowadza si? ekstrakcj? mieszaniny poreak- 
cyjnej za pomoc^ rozpuszczalnika organicznego^ np, chloroformu* chlorku metylenu, octanu 
etylu lub innego nie mieszajqcego si? z wod% Po kilkakrotnej ekstrakcji, pol^czone ekstrakty 
suszy si? a nast?pnie odparowuje. Uzyskan^ miaszanin?> zawieraj^c^ optycznie czynne alko- 
hole, ewentualnie cz?£c nieprzejeagowanego substratu oraz niewieJk^ ilosc metabolitow 
wlasnych Nigrospora oryzae, rozdziela si? w chromatografii kolumnowej. W ten sposob 
otrzymuje si? optycznie czynne alkohole z wydajnosci^ preparatywn^ od 15 do 79% i o czy- 
stoSci optycznej od 5 do prawte 100%. Struktur? otrzymanych alkoholi ozracza si? spektral- 
nie lub przez pot6wnanie, w cbroroatografie gazo^wym, ich sygnalow z sygnalami wzorcowych 
alkoholi, na kolurunach z wypefakniami chiralnymi, jak Chrompack WCOT Fused Silica, CP- 
Cyclodextrin-2,3 3 6-M'19; 25 m (srednica wewn?trzna 0,25 mm, grubosc wypetnienia 0,25 f^m). 

Optycznie czynne alkohole, otizymane sposobem wedhig wynalaiku, mog% byd stoso- 
wane w spektroskopii NMR 9 w asymetrycznej syntezie kwasow 2-aryloksypropionowych - 
znanych jako regulatory wzrostu - oraz w syntezie zwi^kow wchodz^cych w sklad niekto- 
rych lek6w (naproxen), . 

Przebieg reakcji sposobem wedhig wynalazku przedsiawiono na rysunku, gdzie wzory 
1, 2. A i 2.B s^wzorami og61nymi - z prochiralnego ketonu (wzor 1) powstaje optycznie czyn- 
ny alkohol (wzory 2.A i 2.B) 9 b?d^cy mieszaniny enancj ornery czny z przewagy jednego 
z enancjomerow, a wzoty 3-A - 26,A i 3.B - 26.B sy wzorami zwi^zk6w otrzymywanych 
w przedstawionych przykladach wykonania. 

Przedmiot wynalazku jest Wteej objasniony w przykladach >vykonania. 

Przyklad LDo kolby o pojemnosci 2000 ml z 750 ml poZywki zawieraj^cej 2,5% 
wagowych ekstraktu m&Uozowego o skladzie: maltoza - 80%, biaiko - 6%, dekstryny - 2% 
oraz sole mineralne - 1%, przenosi si? ze skosu agarowego, namnoione komorki szczepu Mi- 
krospora oryzae. Hodowl? inkubuje si? przez 12 dni w temperaturze 27°C, przy ci^ym 
wstrz^saniu z cz?stotliwosci^ okolo 2 s . Po tym czasie dodaje si? 0,728 g acetofenonu 
o wzorze 3, rozpuszczonego w 1 ml acetonu. Kolb? z zawaitosci^ reaguj^cej z substxatem 
kultury Nigrospora orvzae wytrzasa si? przez 9 dni. Po uptywie tego czasu calo§6 ekstrahuje 
si? szeiciokrotnie chloroformem, porcjami po 50 ml. Pol^zone ekstrakty suszy si? bezwod- 
nym siarczanem magnezu a nast?pnie odparowuje pod zmniejszonym cisnieniem, Uzyskanq. 
mieszanin? rozdziela si? w preparat>-wnej chromatografii kolumnowej na ±elu krzemionko- 
wym Kieselgel 60, 230 - 400 mesh ASTM (Merck), stosuj^c jako eluent mieszanin? heksan: 
czterochlorek w?gla: aceton w stosunku 75:10:1 a nast?pnie t? samq, mieszamn? w stosunku 
25:10:1. Uzyskuje si? preparatywnie produkt (mieszanin? S - (-) - 1-fenyloetanolu o wzorze 
4 A i R- (+) - 1-fenyloetanolu o wzorze 4.B w ilosci 0,35 g, eo stanowi 44% wagowych wy- 
dajnoSci. [ol] 262 546 -49.3°, c - 20,3 w etanolu, 

Rownolegle z chromatograficznym rozdzialem preparatywnym mieszaniny poreakcyjnej 
oznacza si? jej sktad za pomoc^ kapilarnego chromatografu g^zowego GC Hewlett Packard 
5890 przy zastosowaniu kolumny o wypelnieniu chirainym: WCOT Fused Sflica 
CP-Cyciodexitrin-B^^G-M-l^ stosuj^c nast?puj^cy program temperaturowy: 80°C ; - 2 nun. 
a nast?pnie narost temperatury w tempie 4°C mm \ Na podstawie uzyskanych wymk6w po^ 
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Sj^. 1 S ^^^' ^ W o I Sff ni ? i ? P oreakc y.M wyst ?P uje 2% meprzereagowauego aceto- 
iT i °J VZ0 1 rze 3 oraz 98% (wydajnoSd chemiczna) optycznie czymychaUcohoU R ?S 

(alkoholu) ott2ym^ego na drodze nitynowej redukcji chemicznej substratu (ketomO 

Me j b ^ ? \ d 2 - 12. Hodowle kultuiy przygotowuje si$ tak iak w przvkladzis 1 * nm 

- prochrralne ketony - uazwy chemiczne (kolumna 2) 

" ^^^^ Bn ^° mery ^ myc ^ °P < y cznie czynnjch alkoholi - nazwy chemiczne oraz 
numery ich wzorow pizedstawonych na rysunku (kolumna 3Y oraz 

- stqtoua substratow (kolumna 4), 

- czas transformaqi, w dniaoh (kolumna 5), 

~ ^SS?£ Pr w Pai ? lyWn 5' W % oraz Dazw ? i stosunek skfednikdw eluentu (kolumna 6) 

alkohoh, oznaczone metoda.dhromatografii gazowej nSadsorbenrie chiratov^DnSS 
nym programie lemperaturowym (kolurnny 7 i8) cnmunym, pizy poda- 

~ Sltff^T?' 6 ^ eg0 aBtohoJu (Guiana 9). Znak sk^alno&i jest 

0 ^n^ P 1 r fi adkU . I f 0duk ^ W ^asfonnaqi: p-nitroacetofenonu o vv^orze 9, 2-acetylonaftalenu 
^r??Td ^ 2 t^- °^ rydyny ° W2or2e 17 » ^acctylopiiydyny o wzorze 19, tSnTS 
?™? 1 /'^^oPpydyny o wzorze 25 - jednokrotaa duomatogmfia jest ni e wS4Sca 

chromatografi? t ? powtarza sie dwu- trzykrotnie, az do osiagniecia zadawalalacepn In 
°o C Z S ^ l < P T dt °' W P^ adku P^uktS ^^So^r^ofopiSy 

JS£££S3 JESSES ilKr - * 1151 ^ skladu 

1 - izopropanol, M - metanol, Om - octan metylu. ' neKsan, 
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Wziir 25 Wxdr 26. A Wzor 26.B 



Departamcnt Wydawmctw UP RP. Naklad 70 egz. 
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